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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Marie Schneidrova
Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Automatizace liberacnich testi pro uvolilovani biologicky

aktivnich latek z nanovlaken

Tato diplomova prace se zabyva automatizaci liberace antibiotika tetracyklinu
(TTC) z nanovlédkenného nosiCe, za vyuziti neseparacni pritokové metody sekvencni
injek¢ni analyzy. Pro detekci signalu byl pouzivan UV-VIS spektrofotometr. Méfeni
byla realizovdna za vyuziti 1-3 paralelné zapojenych Franzovych cel umisténych ve
vodni 14zni. Jako libera¢ni média byly pouzity tlumivé roztoky o pH 7,4 a 4,5. Liberace
TTC probihala ze dvou riznych nanovldkennych nosica - typ ,,A* a ,,AK", liSicich se
v postupu pii své vyrobé. Kazdy z nich tedy vykazoval odlisné vlastnosti, tykajici se
predevsim mnozstvi navdzaného TTC a zplsobu jeho vazby na nosi¢. Vyroba téchto
nanovldken byla realizovana Technickou univerzitou v Liberci za vyuziti technologie
NanoSpider™.

Me¢teni probihala za rGznych, pfedem stanovenych podminek, reprezentujicich stav
lidské ktze - dv€ rozdilné hodnoty pH (7.,4; 4,5) a teploty (32°C; 37°C). Byly
vyuzivany také Ctyfi rizné typy membranovych filtri, které liberacni profily v pribéhu
méfeni  rizné  ovlivilovaly. Jednalo se o filtry tvofené polyamidovym,
polytetrafluorethylenovym, polykarbonatovym materidlem a materidlem vyrobenym
z esterti celulozy. Z téchto filtrii byl nakonec vybran jeden, ktery mél nejoptimalné;jsi
vlastnosti pro dalSi méfeni - liberaci TTC z nosic¢e optimalné prodlouzil tak, ze byly
dostatecn¢ viditelné rozdily v testovanych materidlech, ale jinak konkrétni liberacni
profil ptili§ neovliviioval.

Ziskané liberacni profily byly mezi sebou nésledné porovnany a zhodnoceny.

Hlavnimi sledovanymi parametry byla rychlost uvoliovani TTC =z daného



nanovlakenného nosi¢e a vysledné hodnoty uvolnéného TTC, dosazené pii ruznych

podminkach méteni.



ABSTRACT

Charles University
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Candidate: Marie Schneidrova
Supervisor: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.
Title of the diploma thesis: Automation of liberation tests for releasing biologically

active substance from nanofibers

The main goal of this diploma thesis is an automation of TTC liberation from
nanofibers, using non-separation flow method sequential injection analysis. UV-VIS
spectrophotometer was used for the detection of signal. Measurements were carried out
using 1-3 connected Franz cells in parallel, palced in the water bath. Buffer solutions
with pH 7.4 and 4.5 were used as liberation media. The liberation of TTC was realized
from two different nanofiber carriers — types ,,A*“ and ,,AK", Difference was in their
preparation process. Because of this, each of them revealed various characteristics
mainly related to the amount of bound TTC and the way of its binding to the nanofiber
carrier. Production of these nanofibers was realized by Technical University Liberec
using the technology NanoSpider™.

Measurements were performed under various predetermined conditions,
representing the state of the human skin — two different pH (7.4; 4.5) and temperature
(32°C; 37°C) values. Four different types of membrane filters were also used, which
influenced the liberation profiles in various ways during the tests. The filters were made
of polyamide, polytetrafluorethylen, polycarbonate material and material created from
esters of cellulose. In the end only one membrane filter was chosen, that had the most
optimal properties for the next measurements — optimally prolonged the liberation of
TTC from the carrier, so that differences in tested materials were clearly visible, but

otherwise the liberation profile didn’t influence that much.



Finally, the obtained liberation profiles were evaluated and compared. The main
monitored parameters were the release rate of TTC from the nanofiber carrier and the
final values of the released TTC, which were achieved under the different measurement

conditions.
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Seznam pouzitych zkratek

APTES
CFA
DCSBD
DMF
FIA
LOV
MPV
PA
PAI
PAN
PTFE
PUR
PVA
PVAc
PVP
RSD
SD
SFA
SIA
T-A
T-AK
TEOS
TMOS
TTC
UV-VIS

(3-aminopropyl)triethoxysilan

Kontinualni pritokova analyza

Difaizni koplanarni povrchovy bariérovy vyboj
Dimethylformamid

Pritokova injek¢ni analyza

Lab-On-Valve

Vicecestny selek¢ni ventil

Polyamid

Polyamidimid

Polyakrylonitril

Polytetrafluorethylen

Polyuretan

Polyvinylalkohol

Polyvinylacetat

Polyvinylpyrrolidon

Relativni smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka

Segmentovana prutokova analyza
Sekvencni injekéni analyza

Tetracyklin navazany na nanovlakna typu A
Tetracyklin navdzany na nanovladkna typu AK
Tetraethoxysilan

Tetramethoxysilan

Tetracyklin

Spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra



1. Uvod

Pritokové techniky predstavuji analytické metody, pro né€z je charakteristicka
predevsim rychlost analytického procesu a moznost automatizace (sériové analyzy).
U téchto metod je obecné eliminovana fdze odméfovani objemu vzorku (pipetovani),
jsou zpracovavany velmi malé objemy a manipulace s jednotlivymi roztoky probiha
v uzavieném prutokovém systému [1].

Sekvenc¢ni injekéni analyza (SIA), jedna z modernich neseparacnich pritokovych
technik, vznikla odvozenim od pritokové injekéni analyzy (FIA). Jednd se o prvni
analytickou metodu zalozenou na programovani toku [2].

VyuzZiti této metody je Casté napiiklad v oblasti vyzkumu, a to piedev§im pro jeji
snadnou a rychlou optimalizaci, moznosti sledovani reakéni kinetiky a programovatelné
upravy reakénich podminek [3].

Nanovlakenné membrany patii v soucasnosti mezi intenzivné studované, aplikacné
velmi rychle se rozvijejici materidly. Jejich vlakna jsou charakterizovdna dvéma
dimenzemi v fadu desitek az stovek nanometri. Diky obrovskému povrchu, vysoké
porozit¢ a dalSim vyhodnym vlastnostem naSly vyuziti v fad€ technickych odvétvi.
Jejich vyuziti v oblasti mediciny a farmacie napiiklad jako nosict 1é¢iv, kryti ran ¢i
podkladii pro kultivaci bunék je v soucasnosti velmi aktudlnim tématem [4].

V praxi Ize vyuzivat nanovlakna anorganické i organické povahy, kdy se pro jejich

piipravu voli pfedevsim anorganické oxidy kovii nebo organické polymery [5].



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo ovétit zpasob liberace tetracyklinu (TTC)
z nanovlaken, jakozto vybrané biologicky aktivni latky, pfi automatizovaném méfeni
v SIA systému a za vyuzivani raznych podminek. Mnozstvi TTC bylo navdzané na
konkrétnim nanovldkenném nosi¢i anorganické povahy. Byly vyuzivany dva typy
téchto nanovladkennych nosici - pro diplomovou praci pojmenovany jako ,,A*“ a ,,AK*,
piicemz rozdil mezi nimi spocival v odliSném postupu jejich piipravy a odtud plynouci
ruzné povrchové tupravy. Typ ,,AK*“ wvznikl kombinaci dvou rGznych zpisobl
funkcionalizace povrchu nanovlaken ,,A*“ a ,, K. Méfeni s nanovldkny typu ,,K* nebyla
v této praci realizovana kvuli pfili§ nizkym hladindam navazaného TTC. TTC byl na
vytvofené nosice nanesen jejich ponofenim do ethanolického roztoku TTC po dobu
dvou hodin. Veskera méieni pro tuto diplomovou préaci probihala ve spolupraci
s Technickou univerzitou v Liberci, ktera tyto vzorky pfipravovala a poskytovala.

Predpokladem bylo, Zze vzorky typu T-AK (tetracyklin navdzany na nanovlakenny
nosi¢ AK) budou, na rozdil od T-A (tetracyklin navdzany na nanovldkenny nosi¢ A), pfi
meéfenich vykazovat vyznamnéj$i vazbu pro TTC, jak z hlediska mnozstvi, tak
z hlediska sily této vazby. Nasledkem toho by mélo dochazet k prodlouzeni celkové
doby liberace, k ziskani vysSich naméfenych hodnot uvolnéného TTC a nasledné
k jejich plynulejSimu poklesu, neZ u vzorku s nanovlakny typu A. Pro ovéfeni vysledki
byly mezi sebou ziskané liberacni profily, odpovidajici riznym podminkdm méfeni,

vzéajemn¢ porovnavany.



3. Teoreticka cast

3.1. Neseparacni pritokové metody

Pritokové metody jsou kinetické metody analyzy zaloZzené na meéfeni v proudu

nosné kapaliny [6]. Charakteristickymi rysy jsou pfedevsSim rychla a piesna analyza,

miniaturizace aparatury, automatickd pfiprava vzorkii a jednoduchd manipulace

s analyty. Velkou vyhodou je také minimalni spotfeba vzorki, ¢inidel i vzniklého

odpadu a minimalizace rizika zaneseni chyby lidskym faktorem.

Do této skupiny spadaji jednak star$i metody, jako je kontinudlni pritokova analyza

(CFA) nebo segmentovana pritokova analyza (SFA), a pak také jiz modernéjsi

pratokova injekéni analyza (FTA), jeji nastupce sekvenéni injek¢ni analyza (SIA) a Lab-

On-Valve metoda piedstavujici modifikaci SIA systému smétujici k dalSi miniaturizaci.

Tabulka 1: Hlavni charakteristiky pritokovych neseparacnich metod [7,8,9]

Typ systému

Charakteristika

Vyhody a nevyhody

CFA — Kontinualni

pritokova analyza

Kontinuélni davkovani
nosného proudu (Casto
s ¢inidlem) a vzorku do
pratokového systému,
prabéh chemické reakce az
do doby dosazeni

rovnovazného stavu

Vysoka spotteba reagencii,

dlouha doba trvani analyzy

SFA — Segmentovana

pritokova analyza

Vzorky davkované do
systému odd¢leny
vzduchovymi bublinami;
prabéh chemické reakce az
do doby dosazeni

rovnovazného stavu

Vysoka spotifeba reagencii,

dlouha doba trvani analyzy

Eliminace miseni

jednotlivych vzorkt

FIA — Pritokova injek¢ni

analyza

Kontinuélni davkovani
pouze nosného proudu a
¢inidla, vzorky davkovany
do nosného proudu
injek¢énim ventilem;

kontrolovana disperze

Jednosmérny tok a
pulzovani toku; nizsi
mechanické odolnost

elastickych hadicek

Zrychleni analyzy a niZsi




spotfeba reagencif;

jednoduché vybaveni

Zavedeni pistového

cerpadla a umoznéni Dokonalejsi promiseni
SIA — Sekvencni injek¢ni obousmérného toku aspirovanych zon, nizka
analyza nosného proudu; vyuzivani | spotieba reagencii, vysoka
vicecestné¢ho selekéniho rychlost analyzy

ventilu; cely systém fizen

pocitaem

Miniaturizace systému SIA,
hadi¢ky nahrazeny Gzkymi ZmenSeni vSech casti

LOV SIA — Lab-On-Valve | kanalky; realizace analyzy systému a velmi nizka

modifikace SIA na malé ploSe selekéniho spotfeba reagencii, méfeni
ventilu s plastovym pfimo LOV modulu
modulem

3.2. Sekvencéni injekcni analyza

Tato analytickd metoda, vyvinutd jako dal$i generace neseparacnich prutokovych
metod, vznikla na pocatku devadesatych let diky skupiné analytikli z University of
Washington pod vedenim ¢eského védce prof. Rizicky [6]. Odstranéni nedostatk FIA
a spojeni s dal$imi vyhodnymi vlastnostmi z ni ucinilo velmi praktickou, rychlou

a téméf univerzalni neseparacni analytickou techniku [7].

3.1.1. Princip metody

Metoda byla vyvinuta béhem odstraiiovani nevyhod a nedokonalosti techniky
pritokové injekeni analyzy (FIA) [6]. FIA pracuje s kontinualnim tokem, zatimco SIA
umoziiuje tok programovat a optimalné pfizpusobit jednotlivé kroky méfeni [10].
Zakladem je ptevést vybrany analyt, obsazeny ve vzorku, pomoci reakce s ¢inidlem, na
detekovatelny produkt [6].

SIA vyuziva oddélené meéfici cykly. Nejprve jsou zony nosného média, vzorku
a ¢inidla postupné aspirovany do jednokanalového systému s vyuzitim vicecestného (6,

8, 10-ticestného) selekéniho ventilu a pistového cerpadla. Poté dochazi k obraceni




pohybu pistu a zméné sméru toku nosného proudu (i n€kolikrat), ¢imz se dokonale
promisi zony vzorku a ¢inidla. Vznika produkt, ktery je nasledné dopraven do detektoru
[6]. V ném dochézi k detekci signalu ziskaného produktu. Tento signal, ve tvaru piku, je
dale registrovan pocitatem s konkrétnim ovladacim programem, ktery ziskana data
vyhodnocuje a mimo to také umoziuje libovolné¢ ménit parametry analyzy bez nutnosti
zmeén v sestaveni pristroje.

Princip systému popisuje obrazek 1.

HOLDING COIL DETECTOR
A embiii————— Ml
—g
B |
—
C |
=
D ; |
—
E Oy —
=

Obrazek 1 — Princip SIA (zména toku) [2]

(holding coil — misici civka; MPV — vicecestny selekcni ventil; detector — detektor,

carrier — nosny proud, cervend — vzorek, zlutd — produkt; modra — cinidlo)

A —nastiik vzorku do misici civky

B — aspirace Cinidla

C - vzdjemné promichavani vzorku a ¢inidla za postupné tvorby produktu
D — zména sméru toku a dalsi promichavani reagencii

E — detekce signalu vzniklého produktu v detektoru



3.2.2. Pristrojové vybaveni SIA

Systém je tvofen jednokanalovym dvousmérnym pistovym cerpadlem, které
umoziiuje ménit smér toku nosného proudu, vicecestnym selekénim ventilem pro
aspiraci reagencii (nejcastéji 6, 8 nebo 10-cestny) a misici civkou, kterd kromé
promichavani, slouzi také jako pojistka proti vniknuti vzorku a ¢inidel do Cerpadla. Dale
je soucasti systému spojovaci material (obvykle jsou pouzivany plastikové hadicky
s vnitinim pramérem 0,7-0,8 mm) a vhodny detektor [2]. Typy detektorti vyuzivanych
v SIA systému jsou nejcastéji UV/VIS spektrofotometricky, fluorescencni,
chemiluminiscencni nebo elektrochemicky [11]. Vybér zplisobu detekce zavisi na
konkrétnim stanovovaném analytu a reakci probihajici pfi daném méfeni.

Cely systém je fizen pocitatem s vhodnym ovladacim programem, ktery registruje
signal vyhodnoceny detektorem a diky kterému neni nutné v piipadé potieby
piestavovat systém, jako tomu bylo u starSich metod. Jednotlivé soucasti systému jsou

znazornény na obrazku 2.

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

DETECTOR

CARRIER SAMPLE

AUX.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrazek 2 — Schéma SIA systému [2]

(carrier — nosny proud; syringe pump — pistové cerpadlo; holding coil — misici civka;
waste — odpad, detector — detektor, sample — vzorek; reagent — cinidlo; aux. pump —

pomocné cerpadlo)



3.2.3. MoZnosti vyuZiti SIA systému

Tato analyticka technika nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich, jako je monitorovani
kvality zivotniho prostfedi, farmacie, potravinafstvi, biotechnologie, radiochemie a
metalurgie, kinetické studie chemickych reakci nebo monitoring v oblasti pramyslu
[12]. Jeji uplatnéni je ale spi§ vyzkumné, rutinni vyuziti zatim umoznuji technické
normy v analyze vzorkil Zivotniho prostredi.

Ve farmacii své vyuziti nachazi pfi hodnoceni kvality a ucinnosti léCiv, pfii
stanovovani obsahu uU¢inné latky v substancich, lékovych formach a biologickych
materidlech. V oblasti technologické ke zjisStovani stejnomernosti obsahu ucinné latky
nebo k monitorovani disolu¢niho procesu pevnych lékovych forem [3]. Vyznamna je
také moznost pouziti SIA systému pii studiu vazby 1éCiv ¢i toxickych latek na krevni
bilkoviny [6].

V oblasti zivotniho prostiedi lze tuto analytickou metodu vyuzit naptiklad pro
stanoveni anorganickych iontl ve vodé rizného plvodu, kdy lze s vyhodou stanovit
n¢kolik iontli zaroven. Déle pro stanoveni obsahu herbicidll ¢i pro zjisténi mnozstvi
tézkych kovl [6]. V potravinafstvi mize byt vyuZzita k analyze potravin (maso, ovoce
a zelenina atd.) a alkoholickych i nealkoholickych napojt (pivo, vino, mléko atd.) [9].

Pomérné Casto se v SIA uplatiiuji také imunoanalytické reakce, kdy je mozno za
vyuziti specidlnich detekénich cel imobilizovat protilatky nebo antigeny piimo v SIA

systému. Tento zpiisob byl vyuzit naptiklad pii stanoveni imunoglobulinu G [6].

10



3.3. Nanovlakna

Nanovldkna se vyznacuji primérem menSim nez 1 mikrometr (desitky az stovky

nanometrl) a jejich délka je zpravidla o dva a vice fadi vyssi. V praxi se témet nikdy

nevyskytuji samostatn¢, ale jsou uspotadana do vysSich strukturné prostorovych celkd,

se kterymi lze redlné¢ manipulovat [13]. Jsou tvofena rGznymi typy organickych

1 anorganickych latek, coz zapficifiuje jejich rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti.

Jedny zhlavnich vyhodnych charakteristik nanovldken jsou velky specificky

povrch a vysoka porozita s malou velikosti pora.

Jelikoz je primér nanovlaken mensi, nez je vinova délka viditelného svétla (tzn. 400

— 750 nm) nejsme schopni je sledovat pod béznym mikroskopem, a proto jsou pro jejich

pozorovani vyuzivany mikroskopy elektronové [14].

3.3.1. Typy nanovldiken

Linearni — jedna se o nité a ptize s velmi dobrymi mechanickymi vlastnostmi
(vyuziti naptiklad pti vyrobé nepruistielnych vest). Nezatazuji se zde vSak utvary
vyrobené na bazi niti s ndnosem nanovlaken [13].

Plosné (ve vrstvach) — vyskytuji se dva zdkladni typy téchto vrstev — netkané
textilni utvary a tkané textilni utvary. Netkany typ ma nanovlakna pies sebe
nahodile rozhazena, zatimco tkany typ je tvofen vldkny organizovanymi do
vyS$iho uspotfadani. Jejich vyuziti je naptiiklad pii kryti ran ¢i filtracich.
Spolec¢nym znakem je, ze vlakna jsou pokladana ptes sebe a vytvareji rovinu, ze
které nevystupuji [13].

Objemné utvary, vaty — jedna se o obdobu ptredchoziho typu, ale s tim rozdilem,
7e zde nanovldkna jiz vystupuji do tfettho rozméru a tUtvary pfipominaji
objemnou vatu rizné hustoty. Vyuziti nachazeji v oblasti tkanového inZenyrstvi

[13].
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3.3.2. Piiprava nanovldken

Pro pfipravu nanovléken je v soucasnosti vyuzivano mnoho riiznych anorganickych
i organickych latek. Ze skupiny anorganickych sloucenin se jednd predevSim o oxidy
kovti, naptiklad TiO,, Li4TisO1,, Al,Os, Si0,, ZrO,. Ze zastupct latek organickych jsou
Casto vyuzivany polymery jako je naptiklad polyvinylalkohol (PVA), polyuretan (PUR),
polyamidimid (PAI), polyakrylonitril (PAN), polyvinylpyrrolidon (PVP) a dalsi [5].

Existuje nékolik moznosti pfipravy nanovlaken, mezi které fadime napiiklad
elektrostatické zvlaknovani (tzv. elektrospinning), foukdni taveniny, dlouZeni, pouziti
Sablon ¢i fazovou separaci. Z téchto metod je nejcastéji vyuzivano elektrostatické
zvléknovani, jehoz vyhodou jsou piedevS§im nizké naklady a rychlost vyroby

nanovlaken [13].

Priprava anorganickych nanovldken
Prvni ¢ast ptipravy anorganickych nanovlaken je zaloZzena na vzniku polymerniho
roztoku sol-gel metodou, poté nasleduje metoda elektrostatick¢ho zvlaknovani a cely

proces je zakoncen kalcinaci.

Shrnuti:

1. Ptiprava roztoku (sol) za vyuziti anorganického prekurzoru.

2. Smichani anorganického roztoku s, pomocnym* polymerem pro ziskani roztoku
vhodné viskozity.

3. Elektrostatické zvlaknovani roztoku pro vytvofeni vlaken obsahujicich anorganicky
prekurzor a polymer.

4. Kalcinace vlaken za zvySené teploty [15].

Sol-gel metoda

Jedna se o ptipravu silikatovych a ptibuznych materialt, jejichz spolenym znakem
je homogenizace vychozich slozek ve formé& roztoku, jejich pfevod na roztok
a nasledné, pfi vyuziti nékterych chemickych reakci (hydrolyza, polykondenzace), na

gel pfi zachovani homogenity [16].
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Podle vychozich surovin lze postupy rozdélit na dvé skupiny:
= Postupy vychazejici z alkoxidl
=  Postupy vychazejici z roztoku oxidu kiemicitého (SiO,) a jinych roztokl oxida

[16]

Jako anorganické prekurzory, pro piipravu polymerniho roztoku, se nejcastéji
vyuzivaji alkoxidy kovi pro jejich snadnou reakci s vodou (tetramethoxysilan (TMOS)
¢i tetraethoxysilan (TEOS)) nebo alkoxytitanaty (tetra-n-butylorthotitanat) [17].

Mezi nejpouzivangj$i pomocné polymery patii diky dobré rozpustnosti ve vodée
a kompatibilit¢ s mnoha solemi polyvinylalkohol (PVA), déile je moZno pouZit
polyvinylacetat (PVAc), polyvinylpyrrolidon (PVP) nebo polyakrylonitril (PAN) [18].
Funkci tohoto polymeru v roztoku je, ze pii kalcinaci, jakozto findlni upravé
nanovlaken, zajiSt'uje spojovani nanocastic a vznik krystalické struktury [5].

Kromé anorganického prekurzoru a polymeru je pro tvorbu roztoku nutno pouzit
také vhodné organické rozpoustédlo, naptiklad ethanol, vodu, isopropylalkohol,

chloroform, dimethylformamid (DFM) nebo jejich smési [18].
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Schéma pripravy:

[ alkoxidly ] [ organické rozpoustédlo ]

roztok
v
fizena hydrolyza
polykondenzace

sol

V

dokonéeni
polykondenzace

glel
Vv

odpareni
rozpoustédla

xerogel

L 4
tepelne
zpracovani

l

[ produkty ]

(vrstvy, vlakna ...)

Obrazek 8 - Princip sol-gel metody vychazejici z alkoxidii [19]
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xerogel

tepelné
Zzpracovani

l

[ produkty ]

(monolity, prasky ...)

Obrdazek 9 - Princip sol-gel metody vychazejici ze stabilizovanych roztoku [19]

Mezi vyhody této metody patii vysokd homogenita a €istota produktil, mala energeticka
naro¢nost ¢i moznost piipravy specialnich kompozitnich materiald. Naopak
nevyhodami tohoto procesu je vysokd cena vstupnich surovin, vyssi technologicka

naro¢nost nebo zbytky uhliku a OH skupin v materialech [19].
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Elektrostatické zvldkiiovani
Tuto metodu lze pouzivat v nékolika riznych obménach. NejrozSitendjsi je
jehlové/kapilarni zvlakinovani a bezjehlové zvlaknovani, pfi¢emz oba zplsoby vyuZzivaji

vysokonapétovych zdroju stejnosmérného proudu [20].

e Jehlové/kapilarni — zvldkinovani zroztoku polymeru nebo taveniny, které je
zalozeno na tvorbé jediné polymerni trysky z kapilary [20].

e Bezjehlové — zalozeno na zvlakiiovani z volnych povrchi kapalin, kdy se
vyuziva destabilizace volnych hladin roztokii polymerti vlivem vné&jsiho

elektrického pole [20].

U elektrostatického zvlaknovani z jehly se jedna o ptipravu z polymerniho roztoku
nebo polymerni taveniny za vyuziti elektrostatickych a kapilarnich sil. Pfi tomto
procesu dochézi ke vzniku elektricky nabitého proudu roztoku polymeru nebo taveniny,
k jehoz vytvofeni je vyuzivano vysoké napéti. Zdroj napéti je spojen piimo
s polymernim roztokem a protielektroda (kolektor) je uzemnéna.

Zvysovanim sily elektrického pole se kapka roztoku na Spicce kapilary (jehly)
prodluzuje a tvofi se konicky tvar znamy jako TaylorGv kuzel. Kdyz elektrické pole
dosahne tzv. kritické hodnoty, pfi které odpudivé elektrické sily prevysi velikost
povrchového napéti, nabity proud polymeru z hrotu Taylorova kuzele vystieli smérem
k protéjsi elektrodé [21]. V piripad¢ zvlaknovani z roztoku polymeru dochazi pti letu
k odpateni rozpoustédla a vzniklé nanovlakno se néasledné na opacné nabité elektrodé
nahodné prichytava.

Alternativni metodou pro piipravu nanovldken je elektrostatické zvlakiovani
z taveniny polymeru, kdy se nevyuzivaji zadna rozpoustédla [22]. Polymer je v trysce
zahiivéan, aby nedochazelo k jeho nechténému tuhnuti a nasledné, pfi letu ke kolektoru,
je jeho proud ochlazovan a vznikaji vldkna. Vldkna vytvorena touto metodou dosahuji

vétSich priméra nez ta, kterd vznikla z roztoku polymeru.
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wysokého
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Obrazek 10 — Princip elektrostatického zvlakiovani [23]

200 nm

&1 Jm

—

|

Obrazek 11 — Nanovlakna vytvorena metodou elektrospinningu [23]

NanoSpider ™
Tato technologie se fadi mezi bezjehlové metody zvlakiovani a jednd se
o modifikaci elektrospinningu. Byla vynalezena v roce 2003 vyzkumnym tymem

profesora Oldficha Jirsdka na Katedfe netkanych textilii Technické univerzity v Liberci,
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kde byla také patentovana jako US Patent 7,585,437 B2 [24]. Jejim pfednim vyrobcem
je Ceska spole¢nost Elmarco s.r.o. plisobici na trhu od roku 2004.

Principem této metody je zvldkiovani z volné hladiny roztoku polymeru
v silném elektrostatickém poli vytvafreném dvéma elektrodami [25]. Spodni (kladnd)
elektroda ma podobu rotujiciho vélce a je z Casti ponofena do roztoku polymeru. Na
povrchu tohoto valce, otacejiciho se neustale kolem své osy, se vytvari tenka vrstva
roztoku polymeru. V horni c¢asti rotacniho vélce, kde je maximdlni intenzita
elektrického pole, vznikd mnoZzstvi Taylorovych kuZzeli a zjejich vrcholli néasledné
dochazi k procesu zvlaknovani. Vldkna, po dopadu na nosnou folii umisténou

pod druhou (zapornou) elektrodou a po odpateni rozpoustédel, ztuhnou a dochazi

k tvorbé pevnych struktur [14]. Vysledkem je latka pouZitelnd pro nejriiznéjsi druhy
vyrobku [26].

SN

Obrazek 12 — Nanovldkna vznikajict technologii NanoSpider™ [26]
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Obrazek 13 — Princip technologie NanoSpider™ [27]

(take-up cylinder — navijeci valec; output of air — odchod vzduchu, collector
electrode — kolektor, supporting material — podkladovy material; nanofiber —
nanovlakno, nano web — sit nanovldaken, air — vzduch; rotating cylinder — rotujici
valec, high voltage supplier —zdroj vysokého napéti; nanospider — technologie

nanospider; input of conditioned air — pristup vzduchu)

Kalcinace

V této posledni fazi piipravy se nanovldkna po dobu nékolika hodin vystavuji
vysokym teplotdm (300-950°C) — tzv. tepelna kalcinace. Pro kazdy typ nanovlékna je
nutno specifikovat konkrétni podminky, za kterych bude kalcinace probihat. Vysledkem
kalcinace je odstranéni organické slozky a vznik konecné formy nanovldken. Tato
metoda je ale financnég, Casové i1 energeticky narocna [5].

Ekonomictejsi alternativou tepelné kalcinace by mohla byt kalcinace za vyuZiti
plazmatu o vhodnych vlastnostech, aby byly splnény pozadavky jednoduchého,

levnéjSiho a ¢asové méné naro¢ného procesu. Vhodnym se jevi tzv. Difuzni koplanarni
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povrchovy bariérovy vyboj (DCSBD), ktery hoti za atmosférického tlaku

a v jakémkoliv plynu, v€etné vzduchu [5].

Parametry ovlivitujici proces tvorby nanovldken

Dulezitymi parametry, které mohou mit vyznamny vliv na kone¢ny vzhled
nanovlaken, jsou jednak vlastnosti polymeru, konkrétné jeho typ, molekularni hmotnost
a koncentrace, pak také vlastnosti roztoku, jako je viskozita, elasticita nebo povrchové
napéti. Dilezitym je také hydrostaticky tlak v trysce a jeji vzdalenost od kolektoru.
Mezi sledovanymi parametry okoli je vyznamna relativni vlhkost, teplota a rychlost
proudéni vzduchu v komofte pftistroje.
pravé viskozita roztoku. Cim je viskozita vy3$i, tim je primér nanovlaken veétii.
Viskozita je pfimo umérna koncentraci polymeru rozpusténého v rozpoustédle. DalSim
parametrem, ktery ovliviiuje konecny priameér vlaken je elektrické napéti — ¢im vyssi je

toto napéti, tim vétsi bude priomér vzniklych nanovlaken [28, 29].

3.3.3. VyuZiti nanovliken

Nanovldkna, jakoZto materidly s obrovskym potencidlem, nachéazeji uplatnéni
v mnozstvi obord a jejich vyuziti stale narGstd. Jsou hojné pouzivana napiiklad
v medicing, stavebnictvi, textilnim, automobilovém C¢i leteckém primyslu nebo také
v oblasti vojenské.

V oblasti mediciny se uplatiiuji napiiklad pfi vyrobé néplasti s obsahem lé€ivych
latek, obvazovych materidla a pak také jako bariérové materidly (filtry
s antibakteridlnimi G¢inky) pro ochranu pfed infekcemi €1 prosaknutim télnich tekutin.
Nadéjnou se stava také moznost jejich uplatnéni jako materiali pro tvorbu umélych cév
[14, 26].

V odévnim primyslu je Ize vyuzivat pro tvorbu membran pouzivanych do riznych
druh@t obuvi nebo outdoorového obleceni, pro jejich vysokou schopnost ochrany pied
vétrem a odvadeéni potu [26].

Diky jejich vyhodnym vlastnostem, jako jsou velmi malé priméry vldken a port,
maji velky vyznam pfi vyrobé filtra¢nich materidlti také v jinych oblastech nez je
zdravotnictvi, a to jednak v primyslu, naptiklad pro filtraci vzduchu ¢i kapalin nebo

také v potravinaistvi a domacnostech [14]. V neposledni fad¢ jsou hojné vyuzivany pii
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vyrobé kosmetiky nebo v oblasti vojenské pii vyrobé ochrannych pomtcek. Shrnuti

zobrazeno na obrazku 14.

Pletové masky
Cisténi pleti
Hojeni pleti
Dermatologie

Aplikace v mediciné
Nosic 1éciv
Hemostatické
pomtcky

Obvazy

Ochranné armadni odévy
Zachyt aerosolovych castic

Tkéanové inzenyrstvi
Porézni membrany
Tabularni implantaty pro
krevni cévy a nervovou
regeneraci

Podptirné struktura pro
regeneraci kosti a chrupavek

Neprustielné vesty Polymerni Filt
. iltrace
Ochrana pred « nanovlikna — kapalin
biochemickymi plyny vzduchu
/ \ Dalsi vyuziti
Nanosenzory Mikro/nano elektronicka zafizeni
Tepelné Elektrostaticky rozptyl
Biochemické Nano-solarni ¢lanky
Fluorescencni optické Ultralel}ke materidly
katalyzatory

Obrazek 14 - Moznosti vyuziti nanovidaken [28]

3.4. Modifikace povrchu nanovldiken

Jestlize chceme na povrch vzniklych nanovldken imobilizovat nékteré dalsi
molekuly (antibiotika, enzymy atd.), je Casto zapotfebi modifikovat jejich povrch.
K tomuto tcelu lze vyuzit metodu silanizace, kterd na povrch vnasi specifické funkcni
skupiny schopné dal$i interakce s reaktivnimi skupinami imobilizované aktivni
molekuly. Pro proces silanizace je nutnd pfitomnost -OH skupin na nanovlaknech, kdy
jejich prostfednictvim dochézi k navazani silanti - tzv. silaniza¢nich ¢inidel.

Mezi  nejpouzivanéj§i  patfi  (3-aminopropyl)triethoxysilan  (APTES),
(3-aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS) nebo (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilan
(GPS) [30]. Po navazani vznika vazba Si-O-Si. VSechna silaniza¢ni ¢inidla obsahuji ve
své molekule reaktivni funk¢ni skupinu (naptiklad —NH, skupina v molekule APTES),

na kterou mohou byt nasledn¢ imobilizovany zvolené latky.
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reaktivni skupina pro imobilizaci biomolekuly

Obrazek 15 — Silanizace za vyuziti APTES (reakce s vodou a vazba s Si-OH) [31]

3.5. Tetracyklin

Tetracyklin je bakteriostatické antibiotikum s Sirokym spektrem ucinku proti fadé
mikroorganismti patficich mezi aerobni a anaerobni G+ i G- patogenni bakterie,
intracelularni chlamydie, mykoplasmata, rickettsie 1 nékterd protozoa. Spolu s dal§imi
zastupci, jako je doxycyklin, minocyklin, oxytetracyklin nebo lymecyklin se fadi mezi
tetracyklinova antibiotika. Mechanismem ucinku této skupiny je inhibice proteosyntézy
vazbou na 30S podjednotku ribozomu [32].

Vyznamnymi vedlejSimi U¢inky celé skupiny jsou gastrointestinalni problémy
(nauzea, zvraceni, prijem), tvorba depositi v kostech a zubech, coz znemoznuje vyuziti
u malych déti a téhotnych a kojicich zen, dale vliv na rendlni ¢i jaterni funkce
a fotosenzitivita [32].

S nariistem bakteridlni rezistence a s rozvojem jinych antibiotik jeho vyuziti klesa,
avSak stale jsou tetracyklinova antibiotika lékem volby u rickettsiéz (napiiklad Q
horecka nebo skvrnity tyfus), ehrlichidéz, recidivujicich horecek a nékterych
chlamydiovych infekci (naptiklad psitakdza nebo negokonokova uretritida). Tetracyklin
je také jednou z moznosti 1é¢by pocinajiciho stadia Lymské boreliozy [32].

Pii topické aplikaci se, jako mast nebo roztok, tetracyklin stdle hojné
vyuziva v terapii mirnéjSich forem akné nebo jako doplnék celkové 1écby u forem

tézSich. Jako o¢ni mast nebo kapky nachazi uplatnéni také u ocnich infekci (naptiklad
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jako profylaxe novorozenecké gonokokové konjunktivitidy). Déle se vyuziva pii 1€cbé

rosacey a pro podporu hojeni 1€zi riznych koznich onemocnéni [32].

OH O OH O O

Obrazek 16 - Vzorec Tetracyklinu [33]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. PouZité pristroje a pomiicky

- SIA systém
= MicroSIA systém, FIAlab Instruments, Bellevue, USA
= Sesticestny selekéni ventil + 5 ml pistové Cerpadlo
= UV-VIS spektrofotometr Ocean Optics USB 4000, USA
= peristaltické pruzné hadicky (material PTFE, pramér 0,75 mm)
= FJAlab software for Windows 5.0, verze 5.9.321, FIAlab Instruments,

Bellevue, USA

= peristaltické ¢erpadlo

- membranov¢ filtry — viz. tabulka 2

- Franzovy difazni cely (15 ml)

- vodni lazen

- termostat Julabo, Némecko

- magnetickd michacka POLY 15 Variomag, H+P Labortechnik AG, Némecko

Tabulka 2: Testované membranové filtry

Velikost pora
Oznaceni Material Vlastnosti
(wm)
PA Polyamid 0,45 hydrofilni
PTFE Polytetrafluorethylen 0,45 hydrofilni
HAWP Estery celulozy 0,45 hydrofilni
HTTP Polykarbonat 0,40 hydrofilni
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4.2. Pouzité chemikalie

Tetracyklin hydrochlorid (TTC) — Sigma, Praha, Cesk4 republika

Ultra¢ista voda — piipravena pomoci piistroje Millipore, Merck, Praha, CR
Methanol — pro kapalinovou chromatografii — Sigma, Praha, Ceska republika
Hydroxid sodny p.a. — Penta, Praha, Ceska republika
Dihydrogenfosforeénan draselny (0,2 mol/l) — Sigma, Praha, Cesk4 republika
Octan sodny — Sigma, Praha, Ceska republika

Kyselina octova (2 mol/l) — Penta, Praha, Ceska republika

4.3. Piiprava roztoku

Pred kazdym méfenim byl za pouziti tlumivého roztoku piipraven zdsobni roztok
TTC (koncentrace 1mg/ml) a zn& poté fada standardnich roztokli pro proméfeni

kalibra¢ni kiivky.

Priiprava tlumivého roztoku o pH 7,4
Tento roztok byl pfipraven odméfenim 393,4 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l, ke
kterému bylo pfiddno 250 ml dihydrogenfosfore¢nanu draselného 0,2 mol/l a vSe

nasledn¢ promichéno.

Priprava tlumivého roztoku o pH 4,5

Pro jeho pfipravu bylo navazeno 1,495 g octanu sodného, ktery byl
rozpu$tén v 7 ml roztoku kyseliny octové (2 mol/l) a nakonec vSe zfedéno ultracistou

vodou na 500 ml.

Piiprava zasobniho roztoku TTC

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 2 mg TTC do sklenéné vialky a jeho
rozpusténim ve 2 ml toho tlumivého roztoku, ktery byl aktudlné pouzivan pro liberaci.
Tento zasobni roztok mél vyslednou koncentraci 1 mg/ml a byl pfipravovan v kazdy

den méfeni Cerstvy.
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Priprava standardnich roztokiit TTC

Pted prvnim méfenim, pro promé&feni kalibracni kiivky, byly ze zasobniho roztoku
pripraveny vlastni standardni roztoky o koncentracich 1, 5, 10, 15, 25, 50 ug/ml do 5 ml
odmérnych banék. Ze zasobniho roztoku byl pokazdé odebran potiebny objem do
odmérné banky a ta nasledné doplnéna po rysku stejnym tlumivym roztokem, ktery byl
pouzit pfi ptipraveé zasobniho roztoku TTC (tabulka 3).

Po vyhodnoceni kalibracni kiivky byly pti dalSich méfenich pro kontrolu linearity

pouzivany jiz jen standardni roztoky o koncentracich 5, 10 a 50 ug/ml.

Tabulka 3: Priprava standardnich roztoki

Koncentrace standardu (ug/ml) MnoZstvi zasobniho roztoku (ul)
1 5
5 25
10 50
15 75
25 125
50 250
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4.4. Testované vzorky

Vzorky ve formé nanovldkennych membran s obsahem TTC byly dodavany
Technickou univerzitou v Liberci, kterd je pfipravovala za vyuziti technologie
NanoSpider™.

V této diplomové praci byly pro méfeni vyuzivany dva typy vzorki — T-AK a T-A.
Zaklad tvorila anorganickd kifemiCitd nanovldkna, vytvarend -elektrostatickym
zvlaknovanim polymerniho roztoku. Tento roztok byl pfipraven sol-gel metodou

za vyuziti alkoxysilanu tetraetylesteru kyseliny kfemicit¢ (TEOS), jako jeho
prekurzoru. Princip sol-gel metody 1 nasledného elektrostatického zvlakinovani,
pouzitého pro vznik samotnych nanovléken, je detailné rozepsan v kapitole 3.3.2.

Vytvofena nanovldkna byla, po ocisténi svého povrchu, aktivovana metodou
silanizace, za pomoci silaniza¢niho €inidla (3-aminopropyl)triethoxysilanu (APTES).
Tato forma aktivace byla pouzita pouze pro nanovldkna typu ,,AK“. Druhy typ
nanovlaken ,,A* timto zptisobem aktivovan nebyl.

Nakonec byly na oba typy nanovldken imobilizovany molekuly TTC, jako
biologicky aktivni latky. Imobilizace probihala jejich ponofenim na dvé hodiny do

ethanolického roztoku TTC o vhodné koncentraci a poté susenim za pokojové teploty.

4.5. Parametry stanoveni TTC v SIA systému

Pro méteni byl pouzivan SIA systém tvofeny z nasledujicich ¢asti: obousmérného
pistového cCerpadla schopného aspirovat objemy roztoki od 1 pl, Sesticestného
selek¢niho ventilu, teflonové misici civky, peristaltického ¢erpadla, USB 2000 UV-VIS
detektoru, pruznych hadicek pro peristaltické ¢erpadlo o primeéru 0,75 mm. Cely systém
byl fizen pocitatem se softwarem FIAlab for Windows 5.0. Jako nosny proud byla

pouzivana ultracista voda.
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Tabulka 4: Parametry SIA systému

Objem systému 15 600 ul
Objem odebraného vzorku (pro promyti
) 320ul
portu a dvojnasobné davkovani)
Rychlost toku pro aspiraci vzorku 20 ul/s
Rychlost toku pro detekei vzorku 30 ul/s
Davkovany objem pro kalibraci 50 ul
Dévkovany objem pro jednotliva méfeni
50 ul
vzorku
Otacky magnetické michacky 230 rpm
Otacky peristaltického cerpadla 5,5 rpm
Délka 1 cyklu 5 min
VInova délka pro detekci TTC 500 nm
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4.6. Vyvoj analytické metody

Byly proméieny dvé kalibra¢ni zavislosti, kazda pro jeden z pouzivanych tlumivych
roztokll, a to za pouziti standardit TTC o jiz zminénych koncentracich v kapitole 4.3.
Kazdy standard byl zméfen tfikrat a pro vyhodnoceni kiivky byly néasledné vyuzity
pramérné hodnoty z téchto tii stanoveni.

Pro tato méfeni byl pouzivan kalibra¢ni program o tfech cyklech, nastaven pro
vyuzivani riznych portil pro aspiraci rizného standardu a pro jeho néslednou detekci ve
spektrofotometru.

Kalibra¢ni program je detailné rozepsan v ptiloze ¢.1.

4.7. Kalibracni rozmezi pro stanoveni TTC v SIA systému

Bylo testovano 6 riznych koncentraci standardl, jejichz piiprava byla popsana
v kapitole 4.3. Ptimky byly popsdny rovnici y = k.x + ¢, kde y odpovidd hodnoté
signalu, k je smérnice pfimky, x je koncentrace roztoku a q absolutni ¢len smérnice

pfimky. Linearita byla hodnocena pomoci korela¢niho koeficientu.

4.8. Postup méieni pro monitorovani liberacniho profilu

M¢éteni probihalo v SIA systtmu za pomoci ovladactho programu
vytvoteného v softwaru FIAlab for Windows 5.0.
Nejprve bylo potieba cely pritokovy systém fadn€ promyt a to konkrétné ultraCistou
vodou a poté tlumivym roztokem, ktery byl ur€ity den pouzivan k méfeni. K tomuto
ucelu byly vyuzity jiz vytvofené programy, postupné spousténé tak, aby doslo k promyti
veskerych vyuzivanych soucasti systému.

Nasledné byla pted kazdou liberaci proméfena zkracena kalibracni kiivka se
standardnimi roztoky pomoci pfedem nastaveného programu ,,calibration UV_50ul.fia*
a soucasn¢ zapnuto ohfivdni vodni lazn&, aby se temperovala (pro méfeni byla
pouzivéna teplota 32°C nebo 37°C).

Dalsi postup zahrnoval pfipravu pro samotnou liberaci. Do dolni akceptorové

¢asti Franzovy difuzni cely, ponofené do vytemperované vodni lazné, bylo az po okraj
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napipetovano 15,60 ml tlumivého roztoku, ktery byl, pro udrzovani stejné koncentrace,
po celou dobu méfeni michan za vyuziti elektromagnetické michacky. Do plniciho
otvoru pro odbér vzorku a doplnéni tlumivého roztoku byly zasunuty dvé PTFE
hadicky. Pokud bylo méfeni provadéno s membranovym filtrem, ten byl pomoci pinzety
opatrné, tak aby na hladiné pod nim nevznikly zadné vzduchové bubliny, rozlozen na
akceptorovou ¢ast a na n¢j byl nasledné, také pomoci pinzety, umistén
vzorek - nanovldkenny nosi¢ s TTC. Nakonec byla Franzova cela zakryta horni
donorovou ¢asti a cela konstrukce cely po stranach zpevnéna gumickami. Liberace byla
provadéna nejprve za pomoci jedné Franzovy cely a poté, pro urychleni experimentu,
byly jiz vyuzivany tfi, a to s odstupem davkovani 5 minut z jednotlivych Franzovych
cel. Celkovy cas jednoho cyklu byl v tomto piipadé tedy 15 minut.

Pro méfeni monitorovani byl pouzivan piedem nastaveny program o délce trvani
jednoho cyklu 5 minut pro jednu celu. Zakladni opakujici se kroky byly promyti
davkovaciho portu mens$im objemem a odeslani do odpadu, aspirace nosné¢ho proudu,
dvojnasobnd aspirace vzorku a jeho odeslani k detekci do spektrofotometru, odstranéni
roztokil do odpadu a doplnéni liberaéniho média (pufru) ve Franzové cele (viz. Ptiloha
¢. 2).

Pro rizny materidl membranovych filtri bylo potfeba vyuzit rizny pocet
meéficich cykli od 12, za vyuziti jedné Franzovy cely, do 50, kdy byly jiz vyuzivany
cely tfi a tedy méfeny tfi vzorky zaroven. K tomuto tcelu musel byt program rozsifen
o piikazy, které se tykaly zmény cisla portu pro aspiraci vzorku a doplnéni pufru do
dané Franzovy cely.

Zapojeni systému a Franzovy cely je zndzornéno na obrazcich 17 a 18.
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Obrazek 17 - Zapojeni systému

Obrazek 18 - Franzovy cely ve vodni lazni zapojené do systému
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5. Vysledky a diskuze

K odecitani veskerych vyslednych hodnot byl pouzit program FIAlab software for

Windows 5.0. a k jejich naslednému zpracovani vyuzivan Microsoft Office Excel.

5.1. Kalibrace pro stanoveni tetracyklinu

Pro kazdy typ tlumivého roztoku byla ke zjisténi linedrniho rozsahu zméiena jedna
kalibrac¢ni zdvislost. Minimalni pozadovand hodnota determinac¢niho koeficientu je pro

prakticka méeteni 0,99, pticemz tento pozadavek obé kalibra¢ni kiivky splnily.

5.1.1. Kalibracni kiivka pro tlumivy roztok o pH 7,4

Pro toto pH byly prométeny standardni roztoky o koncentracich 1, 5, 10, 15, 25, 50
ug/ml, pficemz vsechny tyto hodnoty byly detekovatelné a kvantifikovatelné. V oblasti
od 1 do 50 pg/ml je tato kalibraéni ktivka zavislosti absorbance na koncentraci

méfeného analytu linearni s hodnotou determina¢niho koeficientu 0,9978 (Tabulka 5).

Tabulka 5: Kalibrace v rozmezi 1 — 50 ug/ml

koncentrace (ug/ml) 1 2 3 primér SD | RSD (%)
1 0,014 0,013 0,012 0,013 0,001 4,97
5 0,070 0,070 0,071 0,070 0,001 0,88
10 0,132 0,131 0,133 0,132 0,001 0,76
15 0,209 0,207 0,205 0,207 0,001 0,63
25 0,357 0,350 0,352 0,353 0,003 0,83
50 0,654 0,643 0,647 0,648 0,005 0,72
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Obrazek 19 - Kalibracni zavislost pro stanoveni TTC za vyuziti tlumivého roztoku o pH 7,4
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5.1.2. Kalibraéni kitivka pro tlumivy roztok o pH 4,5

K proméfeni kalibra¢ni kiivky pii této hodnoté pH byly pouzity standardni
roztoky o stejnych koncentracich jako v pfedchozim ptipadé, ale s tim rozdilem, ze
roztok o koncentraci 1 pg/ml se 1 po opakovaném prométrovani nepodafilo detekovat
a v grafu je tudiz zahrnuto pouze 5 zbyvajicich koncentraci. V oblasti od 5 do 50 pug/ml
je tato kalibraéni kiivka linedrni s hodnotou determina¢niho koeficientu 0,9998

(Tabulka 6).

Tabulka 6: Kalibrace v rozmezi 5 — 50 ug/ml

koncentrace (ug/ml) 1 2 3 priomér SD RSD (%)
5 0,037 0,037 0,036 0,037 0,000 1,22
10 0,099 0,097 0,097 0,098 0,001 0,59
15 0,153 0,152 0,151 0,152 0,001 0,54
25 0,283 0,286 0,279 0,283 0,003 0,97
50 0,589 0,579 0,583 0,584 0,004 0,72

Kalibrace pro stanoveni TTC - pH 4,5
0,70

0,60 .
0,50
0,40

0’30 ’—.,.,.

ABSORBANCE

0,20 e y = 0,0122x - 0,0255

R” =0,9998
0,10 RS

0,00
0 10 20 30 40 50 60
KONCENTRACE (pg/ml)

Obrazek 20 - Kalibracni zavislost pro stanoveni TTC za vyuziti tlumivého roztoku o pH 4,5
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5.2. Liberace TTC

Meéfeni byla rozdélena podle typu nanovldkenného nosice pro TTC, teploty, pH
tlumivého roztoku a membranového filtru pouZitého jako podklad pro testovany
nanovlakenny materidl (Tabulka 7). Hodnoty pH byly vybrany tak, aby zastupovaly jak
stav fyziologicky (pH 4,5), tak stav porusené kiize (pH 7,4) a pro porovnani bylo pro
kyselejsi pH méfeni provadeéno také za vyssi teploty (37°C), coz reprezentuje stav, kdy
je kiize neporusend, ale probiha v ni zanét.

Vysledné hodnoty, charakterizované vySkou pikli, byly porovnavany vaci
standardnimu roztoku o koncentraci 10 pg/ml a byly néasledné vyuzity pro vytvoreni
jednotlivych liberacnich profill, a to jako grafy zavislosti primérnych hodnot
absorbanci ze dvou, pfipadné tfi méfeni, na Case (min). Sestavené grafy byly mezi
sebou nasledné¢ porovnavany, a to za uelem vyhodnoceni, ktery z pouzitych
membranovych filtrii je pro danou liberaci nejvhodnéjs$i. To znamend, ze jeji pribeh
prili§ neovliviiuje, ale dostatecné¢ ho prodlouzi tak, aby byly lépe patrné rozdily v
testovanych materialech. Po tomto vyhodnoceni byl pro liberaci za podminek pH 4,5 a
teploty 32°C, které reprezentovaly stav neporuSené zdravé klize, pouzivan uz jen tento

konkrétn¢ vybrany membranovy filtr.

Tabulka 7: Liberace — souhrn podminek

Vzorky T-A; T-AK
Teplota 32°C; 37°C
pH 7,4; 4,5
Membranovy filtr -; PA; HTTP; HAWP; PTFE
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Pro ilustraci jsou u prvniho ptipadu liberace, kromé grafii, uvedeny také tabulky

namétfenych hodnot v konkrétnim ¢ase pro vSechny pouzité membranové filtry.

Ziskané hodnoty v grafech byly prolozeny spojnici trendu typu polynomu 2. az 6.

stupné. Ke vSem jednotlivym bodim jsou také pfidany chybové usecky, které

znéazornuji variabilitu ziskanych dat.

Nejprve

bylo

testovani

membranovych filtrii provedeno pro oba typy

nanovlakennych nosicti za podminek pH 7,4 a teploty 32°C. Vysledky byly zaroven

pouzity pro porovnani T-A a T-AK libera¢nich profila.

5.2.1. Liberace 7 T-A nanovlaken pii pH 7,4 a teploté 32°C

Tabulka 8: Liberace TTC pri pouziti membranového filtru PA

min méieni 1 méreni 2 primér SD RSD (%)
2,5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00
7 0,063 0,115 0,089 0,026 29,07
12 0,110 0,215 0,162 0,052 32,18
17 0,138 0,256 0,197 0,059 30,13
22 0,161 0,257 0,209 0,048 22,93
27 0,160 0,278 0,219 0,059 26,87
32 0,165 0,265 0,215 0,050 23,27
37 0,183 0,277 0,230 0,047 20,48
42 0,229 0,283 0,256 0,027 10,42
47 0,260 0,289 0,275 0,015 5,42
52 0,266 0,289 0,278 0,012 4,15
57 0,275 0,298 0,286 0,011 3,99
Tabulka 9: Liberace TTC p#i pouziti membranového filtru HTTP
min méreni 1 méreni 2 primér SD RSD (%)
2,5 0,002 0,016 0,009 0,007 82,78
7 0,180 0,277 0,229 0,048 21,10
12 0,370 0,364 0,367 0,003 0,80
17 0,385 0,369 0,377 0,008 2,12
22 0,398 0,376 0,387 0,011 2,81
27 0,401 0,396 0,398 0,003 0,67
32 0,378 0,377 0,378 0,000 0,13
37 0,399 0,389 0,394 0,005 1,29
42 0,395 0,410 0,402 0,008 1,88
47 0,411 0,372 0,391 0,020 5,01
52 0,410 0,358 0,384 0,026 6,74
57 0,398 0,353 0,376 0,022 5,96
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Tabulka 10: Liberace TTC pri pouziti membranového filtru HAWP

min méreni 1 | méfeni2 | primér 3 | primér SD RSD (%)
2,5 0,048 0,033 0,006 0,029 0,018 60,13
17 0,222 0,225 0,188 0,212 0,017 7,83
32 0,253 0,290 0,261 0,268 0,016 5,97
47 0,276 0,337 0,303 0,305 0,025 8,12
62 0,244 0,396 0,292 0,311 0,064 20,44
77 0,293 0,401 0,296 0,330 0,050 15,24
92 0,314 0,449 0,306 0,356 0,065 18,35
107 0,289 0,424 0,305 0,339 0,060 17,77
122 0,280 0,400 0,312 0,331 0,051 15,41
137 0,227 0,341 0,314 0,294 0,049 16,60
152 0,215 0,349 0,308 0,291 0,056 19,35
167 0,212 0,308 0,295 0,272 0,042 15,63
182 0,167 0,300 0,295 0,254 0,062 24,27
197 0,186 0,251 0,289 0,242 0,042 17,46
212 0,239 0,329 0,279 0,282 0,037 13,14
227 0,191 0,279 0,268 0,246 0,039 16,04
242 0,189 0,282 0,263 0,245 0,040 16,27
257 0,188 0,284 0,251 0,241 0,040 16,52
272 0,179 0,281 0,241 0,234 0,042 18,07
287 0,170 0,278 0,242 0,230 0,045 19,66
302 0,189 0,288 0,241 0,239 0,040 16,90
317 0,176 0,270 0,223 0,223 0,039 17,28
332 0,177 0,280 0,222 0,226 0,042 18,61
Tabulka 11: Liberace TTC pri pouziti membranového filtru PTFE
min meéieni 1 méieni 2 primér SD RSD (%)
2,5 0,016 0,008 0,012 0,004 32,21
17 0,207 0,175 0,191 0,016 8,43
32 0,254 0,218 0,236 0,018 7,63
47 0,310 0,237 0,274 0,037 13,36
62 0,308 0,243 0,275 0,032 11,77
77 0,329 0,226 0,277 0,051 18,54
92 0,336 0,229 0,282 0,053 18,83
107 0,334 0,226 0,280 0,054 19,28
122 0,336 0,233 0,284 0,052 18,16
137 0,333 0,235 0,284 0,049 17,28
152 0,335 0,233 0,284 0,051 17,87
167 0,304 0,228 0,266 0,038 14,31
182 0,281 0,226 0,253 0,027 10,81
197 0,273 0,212 0,243 0,031 12,75
212 0,277 0,215 0,246 0,031 12,65
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227 0,283 0,218 0,251 0,033 13,03
242 0,271 0,205 0,238 0,033 13,82
257 0,256 0,197 0,227 0,030 13,11
272 0,251 0,193 0,222 0,029 13,14
287 0,273 0,192 0,233 0,040 17,31
302 0,275 0,190 0,232 0,043 18,44
317 0,263 0,181 0,222 0,041 18,47
332 0,235 0,172 0,204 0,032 15,54

Tabulka 12: Liberace TTC bez pouziti membranového filtru

min méreni 1 méreni 2 primér SD RSD (%)
2,5 0,044 0,049 0,047 0,003 5,69
7 0,296 0,306 0,301 0,005 1,63
12 0,284 0,322 0,303 0,019 6,38
17 0,338 0,329 0,333 0,004 1,31
22 0,322 0,326 0,324 0,002 0,68
27 0,327 0,403 0,365 0,038 10,44
32 0,324 0,385 0,355 0,030 8,55
37 0,419 0,418 0,419 0,001 0,12
42 0,429 0,339 0,384 0,045 11,78
47 0,379 0,348 0,364 0,015 4,26
52 0,425 0,344 0,384 0,040 10,50
57 0,418 0,366 0,392 0,026 6,68

Liberace T-A (pH 7,4 a teplota 32°C)
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Obrazek 21 - Graf zavislosti absorbance na case pro vzorek T-A pri pH 7,4 a teploté 32°C
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Zhodnoceni profilt: Liberace vzorku typu T-A bez pouziti membranového filtru,
s HTTP a PA filtrem prob¢hly pftilis rychle, oproti tomu filtry HAWP a PTFE liberaci

prodlouzily natolik, ze byly dostate¢n¢ zviditelnéné rozdily u jednotlivych profilt.

5.2.2. Liberace 7 T-AK nanovldken pii pH 7,4 a teploté 32°C

Liberace T-AK (pH 7,4 a teplota 32°C)
0,40

* PA
= HTTP

$.0"
E 3 * i; i s ¢ PTFE

ABSORBANCE

A HAWP

= BEZ
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0,00
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CAS (min)

Obrazek 22 - Graf zavislosti absorbance na case pro vzorek T-AK pri pH 7,4 a teploté 32°C

Zhodnoceni profil: U liberace vzorku T-AK bylo dosazeno podobnych vysledkt jako
u vzorku pfedchoziho. Nejpiehlednéjsi profily byly opét ty s membranovymi filtry typu
HAWP a PTFE.

Pro nésledujici liberace TTC byl jiz testovan pouze membranovy filtr typu HAWP,
jelikoz byl vzhledem k pfedchozim méfenim vybran jako nejvhodnéjsi pro detailni
sledovani rozdil mezi jednotlivymi profily a na rozdil od PTFE filtru s nim bylo pfi
liberaci dosazeno také vysSich hodnot absorbance, coz znamenéd uvoliiovani vétSiho
mnozstvi TTC. Veskerd dal$i méteni s timto konkrétnim filtrem byla provadéna za pH

4,5 a teploty 32°C/ 37°C.
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5.2.3. Porovnani liberace 7 T-A a T-AK nanovldken pii pH 4,5 a teploté 32°C

Porovnani T-A a T-AK (pH 4,5 a teplota 32°C)

°TA

o T AK

ABSORBANCE
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250 300 350 400 450 500
CAS (min)

Obrazek 23 - Porovnani liberacnich profilii vzorki T-A a T-AK pri pH 4,5 a teploté 32°C

Zhodnoceni profilt: Z grafu je patrné, ze za téchto podminek vzorek T-A dosahoval
témer po celou dobu méfeni asi dvakrat vyssSich hodnot absorbance nez vzorek T-AK.
V case kolem 350. minuty u n¢j dochazelo uz jen k postupnému poklesu téchto hodnot,
v disledku uvolnéni kompletniho mnozstvi TTC a dal§iho nafedéni roztoku cistym
libera¢nim mediem na rozdil od kiivky vzorku T-AK, kde absorbance naopak znovu
mirné¢ narustala, protoze jesSt¢ nebyl uvolnén veskery TTC. Toto zjisténi odpovida
predpokladu, Ze vzorek T-AK vykazuje siln€jsi vazbu TTC nez vzorek T-A. Ale
predpoklad vétSitho mnozstvi navdzaného TTC ve vzorku T-AK se po dobu tohoto

libera¢niho testu nepotvrdil.
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5.2.4. Porovnani liberace 7 T-A a T-AK nanovldken pii pH 4,5 a teploté 37°C

Porovnani T-A a T-AK (pH 4,5 a teplota 37°C)
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Obrazek 24 - Porovnani liberacnich profilii vzorki T-A a T-AK pri pH 4,5 a teploté 37°C

Zhodnoceni profilt:

Pti této vyssi teploté dosahoval vzorek T-A opét vyssich hodnot absorbance nez vzorek
T-AK. Pribéhem jsou si libera¢ni profily podobné, kolem 350. minuty hodnoty uz
pouze klesaly v ptipad¢ obou kiivek a to vlivem nafedéni libera¢niho média po uvolnéni
veSkerého mnozstvi TTC. Liberace vzorku T-A byla ukoncena o témét 100 minut diive,
jelikoz zde v této dob¢ nastal mnohem znatelné€jsi pokles absorbance, nez u vzorku T-

AK, kde je prab¢h plynulejsi.

Vz4jemné porovnani obou grafii:

Pfi méteni za teploty 32°C bylo u obou vzorkli dosazeno vysSich hodnot absorbance nez
za teploty 37°C, pfiCemz tento rozdil je vice patrny v ptipad¢ vzorku T-A, kdy jsou
hodnoty vyssi asi dvakrat v pribchu celé liberace. Niz§i hodnoty naméfené absorbance
mohou souviset se stabilitou TTC pii vyssi teploté a takto dlouhém libera¢nim testu.
V ¢ase kolem 350. min uZ pozorujeme u vSech profili, z vyjimkou profilu vzorku T-AK
pii teplot¢ 32°C, pokles méfenych hodnot, pficemz v ptipadé T-A je tento pokles

razantnéjsi.
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V nasledujicich dvou grafech je zndzornéno porovnani liberac¢nich profili kazdého ze

vzorkl a to vzhledem k rozdilnému pH, ale stejné teploté (32°C).

5.2.5. Porovnani liberace 7 T-A nanovlaken pii riizném pH

Porovnani T-A pf¥i teploté 32°C
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Obrazek 25 - Porovnani liberacnich profilii vzorku T-A pri riuzném pH a teplote 32°C

Zhodnoceni profili:

U obou libera¢nich profilt tohoto vzorku byl pozorovan prudky pocatecni nartst. Déle
je ztejmé, ze v ptipadé pH 4,5 byla liberace plynulejsi, kdy métené hodnoty opakované
jen mirn¢ narustaly a klesaly, na rozdil od méteni pii pH 7,4. V tomto piipad¢ jiz asi po
90 minutach zacala absorbance uz jen pozvolna klesat a liberace byla tudiz ukonéena o

80 min diive. Tento rozdil mizZe byt vysvétlen odliSnou stabilitou TTC pfi riizném pH.
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5.2.6. Porovnani liberace 7 T-AK nanovldaken p¥i riizném pH

Porovnani T-AK pii teploté 32°C
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Obrazek 26 - Porovnani liberacnich profili vzorku T-AK pri riizném pH a teploté 32°C

Zhodnoceni profilt:

V piipadé¢ tohoto vzorku pii pH 4,5 nedoSlo z pocatku k tak razantnimu nardstu
absorbance jako u méfeni pifi pH 7,4. Liberace také probihala pomaleji

a absorbance, az na par bodl, po celou dobu nartstala. Pro pH 7,4 hodnoty od 90.
minuty pozvoln¢ klesaly z divodu nafedéni roztoku liberatnim mediem po uvolnéni

vesSkerého mnozstvi TTC.

Vz4jemné porovnani obou grafii:

Kiivky pii pH 7,4 mély v obou ptipadech velice podobny pribéh, k nejvyssimu nartistu
absorbance doSlo u vzorkil v 90. minuté méfeni a po tomto Case uz obé kiivky pozvolna
klesaly, coz bylo ovlivnéno nizsi stabilitou TTC v prostfedi vice bazického pH. U
liberace pii pH 4,5 byly rozdily znatelngjSi — absorbance sice stfidavé naristala a
klesala, ale u vzorku T-A se veSkeré hodnoty, az na ty pocatecni, pohybovaly v rozmezi
od 0,30 do 0,40, coz v ptipad¢ druhého vzorku T-AK nepozorujeme ani v jednom
naméieném bod¢. Zde dosahuje nejvyssi hodnota 0,25, ale oproti vzorku T-A, hodnoty i

ve 450. minuté stale narustaly.
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V nasledujicich dvou grafech je zndzornéno porovnani liberac¢nich profili kazdého ze

vzorkl, a to vzhledem k rozdilné teplot¢, ale steyjnému pH (4,5).

5.2.7. Porovnani liberace 7 T-A nanovldaken pii riuzné teploté

Porovnani T-A p¥i pH 4,5
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Obrazek 27 - Porovnani liberacnich profilii vzorku T-A pri rizné teploté a pH 4,5

Zhodnoceni profili:

Pti teploté 32°C se absorbance pohybovala v rozmezi od 0,30 do 0,40, ale pii méfeni za
teploty 37°C byly ziskané hodnoty vyrazné nizsi, zde konkrétné v rozmezi od 0,10 do
0,20. Pravdépodobné se opét jednd o rozklad TTC pii vyssi teplot€¢ a dlouhé dobé
libera¢nich testii. Pribéhem 1 délkou méteni si byly profily podobné, vyrazné vykyvy

hodnot absorbanci nebyly pozorovany ani u jedné z teplot.
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5.2.8. Porovnani liberace 7 T-AK nanovldken pii riizné teploté

Porovnani T-AK pii pH 4,5

0,30
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Obrdzek 28 - Porovnani liberacnich profilii vzorku T-AK pri riizné teploté a pH 4,5

Zhodnoceni profili:

Pti teploté 32°C kiivka v Case postupné narUstala, pti¢emz nejvyssi ziskand hodnota
absorbance 0,25 byla zachycena v 300. minuté¢ méteni. Kiivka pii teploté 37°C méla
znatelné plynulejs$i pribéh, kdy nejvyssi hodnota byla naméfena uz v 60. minuté
liberace s hodnotou ptiblizné 0,14. Opét se pravdépodobné jednd o rozklad TTC pfti
vyssi teplot€.

Vzijemné zhodnoceni obou grafii:

Bylo zjisténo, Ze pfi nizsi teploté¢ 32°C dosahovala absorbance vysSich hodnot, nez pti
teploté 37°C, pricemz u vzorku T-A se, aZ na pocate¢ni body, tyto hodnoty pohybovaly
v rozmezi od 0,30 do 0,40 a u vzorku T-AK nejvyssi hodnota dosahla 0,25. Nejdelsi
liberace TTC byla zaznamenéana u vzorku T-AK, konkrétné pii teploté¢ 32°C, kde byl

pozorovan narust hodnot i po 450. minuté.
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6. Zavér

V této diplomoveé praci byla, za vyuziti SIA systému, sledovana liberace TTC, jako
biologicky aktivni latky, ze dvou typt nanovldkennych nosict. Vzhledem k odliSnému
postupu pii jejich vyrobé, kterou realizovala Technickd univerzita v Liberci, se
pfedpokladal také rizny prabéh liberaci TTC. K ovlivnéni pribéhu piispivala také
teplota, pH prostifedi a membranové filtry.

Cilem tedy bylo potvrdit, zda u nosice typu T-A nastane rychlej$i uvolnéni TTC a
liberace bude mit tedy kratsi pribéh nez u druhého nosice T-AK. Pii métenich byly
hodnoceny vysky pikil a nasledné byly sestrojeny grafy libera¢nich profili zévislosti
absorbance na Case, které¢ byly mezi sebou porovnavany.

Z hodnoceni profili vyplynulo, Ze liberace z nanovldkenného nosice typu T-AK
probihala opravdu del$i dobu, nez u druhého nosice T-A. Napiiklad za podminek 32°C
a pH 4,5, cozZ jsou podminky charakterizujici zdravou neposkozenou kiiZi, pozorujeme,
ze 1 pii ukonceni liberace témet po 500 minutach méfeni dochazelo neustale k nariistu
hodnot absorbance.

Byl tedy potvrzen ptedpoklad pevnéjsi vazby TTC na T-AK nosi¢. Této pevnéjsi
vazby bylo zifejmé docileno pii vyrobnim postupu, pii kterém bylo pro aktivaci povrchu
nanovlaken vyuzito metody silanizace s molekulami APTES jako silaniza¢niho ¢inidla.

Pokud hodnotime liberaci ve vztahu k rozdilnym teplotam, tak za vyssi teploty byly

namétené hodnoty absorbance u obou typill nosici vyrazné niz$i, coz bylo ziejmé

MV

coz muze byt opét vysvétleno nizsi stabilitou TTC pfi vy$sim pH.

Zavérem lze tedy fici, ze pii liberaci TTC, jak pii vyssi teploté, tak pii vyS$im pH, je
riziko rozkladu ucinné latky vyssi, pfiCemz toto jsou podminky, které charakterizuji
zanétem poskozenou kizi. Pro T-AK nosi¢ vykazuje TTC pevnéjsi vazbu a je tedy i
delsi prubeh liberace, coz je nejvice viditelné na ptipadu liberace za podminek zdravé

ktize — nizsi teplota a fyziologické pH.
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8. Prilohy

8.1. Priloha ¢.1 — Program pro kalibraci

Prikaz Parametr
Loop Start (#) 3
Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (pl/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (ul) 1000

Syringe Pump Delay Until Done

Analyte New Sample

Analyte Name tetracyklin
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3
Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 20
Syringe Pump Aspirate (pul) 50

Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 5
Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 30
Syringe Pump Empty

Spectrometer Absorbance Scanning
Syringe Pump Delay Until Done

Spectrometer Stop Scanning

Loop End
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8.2. Priloha ¢.2 — Program pro liberaci — 1 cela

Prikaz Parametr

Loop Start (#) 12

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command KOR
Syringe Pump Valve In

'peristaltic pump on

Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (ul) 1200

Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample first time

Syringe Pump Valve Out
Multiposition Valve port 2
Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 30

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Aspirate (ul) 100
Syringe Pump Delay Until Done

'first send to waste

Multiposition Valve port 1
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 70
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done
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Loop Start (#) 2

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command KOR
Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (ul) 1000

Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample first time

Analyte New Sample

Analyte Name tetracyklin
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 2
Syringe Pump Flowrate (pl/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (pul) 50

Syringe Pump Delay Until Done

Spectrometer Absorbance Scanning

'first send to Detector

Multiposition Valve port 5
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (pl/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

Spectrometer Stop Scanning

'Doplnéni rozpoustédla

Multiposition Valve port 3
Syringe Pump Flowrate (ul/sec) 50
Syringe Pump Delay Until Done
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Syringe Pump Aspirate (ul) 350
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 2
Syringe Pump Dispense 320
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 94
Loop End
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